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要 旨

榎撃 や 炎症の定量的指標としては--･般的にCRPが用いられているが,CRPは遅延型急性反

応物質であり,急性相反応を反映する指標として一般化され普及しているものはほとんどない.

近年好 中球か ら分泌 され る抗菌物質である Lipocalin-2/neutrophilgelatinase-associated

lipocalin(NGAL)が尿細管障害による急性腎障害時に上昇する報告があり,クレアチニン櫨よ

りも早期に上昇する腎障害のバイオマーカーとして注目されている.しかし,NGALは心臓か

らも心不全や心筋炎の発症によってNGALの産生が先進するとの報告もあり,腎障害以外のバ

イオマ-カ-になりうる可能性が想定される.これらのことより筆者は心臓血管手術,呼吸器

外科手術術後に血中濃度が上昇 し,術後感染,手術後輿や組織障害の定量的評価が可能ではな

いかと考え,動物実験および当科における心臓由i管,呼吸器手術症例の NGAL血中濃度を測定

し検討した.ラットの開胸手術においては対照群に比べ明らかに血中NGALの上昇が早期から

みられ,ラット心臓から培養 した細胞に細菌の成分であるリボポリサッカライドおよびリボタ

イコ酸を添加すると急激なNGALの発現先進がみられた,また,当科で手術を行った患者の内

心臓手術,人工心肺使用手術 (開心術群)(n- 13),非人工心肺使用血管手術 (非開心術群)

(n-24),呼吸器外科手術 (n-31)から術前,術当日,術後 1,3,6日に採血し,血中NGAL

濃度を測定したところ,術前の血中NGAL濃度はCRPやCre濃度と相関が見られ,術後の血中

NGAL濃度はCRPよりも早期に上昇がみられた.しかし,今回検討 した当科症例の L記3群間

においてはNGALの L昇に有意差はなく,腎不全をはじめ,術後に重篤な合併症や感染症を生

じた症例はなかったため,合併症との関連は検討できなかった.
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以上より,今回の臨床症例の検討では血中NGAL値の術式による差や合併症による叢を明ら

かにすることはできなかったものの,心臓血管 手術,呼吸器外科--若潮i術後にCRPよりも早期に

血中濃度が上昇し,手術部位の重篤な細菌感染,臓器障嘗合併症などではさらに L昇する可能

性が示唆された.

キ-ワ-ド:手術侵襲,リボカリン,バイオマ-カー,C氏p,全身性炎症反応症候群,鉄

緒 言

侵襲や炎症の定量的指標として C反応性蛋白

(CRP)が一般的に用いられているが 1),cRPは

急性反応物質であるものの,やや遅れてから血中

濃度が上昇する2).そのため,より早期に急性相

反応を反映する指標となるマ-カ-の確立が,外

科侵襲を受ける症例の管理において望 まれてい

る,敗血症や敗血症がなくとも人 工心肺使用手術

後 に発現す る全身性 炎症反応症候群いわゆる

SIRSは,授肇に対応 して免疫細胞が血中に放出

した大豊の炎症性サイ トカインによって起こると

され 3),多臓器不全 (MOP)などの原因ともなる

ため術後管理が開音となる重要な病態である.そ

のため,インタ-ロイキン (ILト6などの炎症性

サイ トカイン濃度は手術侵襲や術後感染症に対す

る定量的評価のマ-カーとして,近年,様々な検

討がされてきた 4).okaらは,合併症を起こした

症例で,術後 2日目の血中 IL-6が有為に高 く,

術後の血中王L-6濃度は合併症の発生を予想する

うえで有用な指標になると報告 した 5).一方,

I_annergardらは,術後の感染症症例で,IL-6は

CRPよりも早期に有意な上昇が見られたものの,

IL-6は個人差が大きく,その臨床的な意義に関

しては限 られるのではないかとしている6).この

ようにⅠL-6やTNFなどの血中サイトカイン濃

度は,多臓器不全を未然に感知 し,早期治療に繋

がる検査法として期待 されているが7),未だ臨床

の場では一般化されてはいない.

一方,Lipocalin-2/neutrophilgelatinase-asso-

ciatedlipocaiin(NGAL)は,急性腎不全の早期に

上昇するバイオマーカ-として,近年注目される

ようになってきた 8)9).NGALは,主 として好中

球に含まれる糖蛋白質であり,細菌の鉄利用を阻

害することにより増殖抑制作用を持つ抗菌物質で

ある10).炎症性サイ トカインであるIL-1などに

より誘導 されることがわかっており11),また非

感染炎症時にも鉄動態の変化に伴う鉄に対する防

御機構の 1つ として考えられ 12),その反応は早

期より著 しく発現する.好中球だけでなく,尿細

管や,肺胞上皮細胞,肝細胞もNGALの分泌にか

かわっており11),尿細管障害による急性腎障害

時に上昇するため,腎障害のバイオマーカ-とし

て特に注 目されている8)9).また最近,心筋細胞

からもNGALが産生されていると報貢壬をされ 心不

全のバイオマ-カ-としても有用性が報告されて

いる13).我々も,ラット自己免疫性心筋炎モデル

において,DNAmicroarrayの検討から,NGALが

心筋炎の心筋細胞で急激に遺伝子発現が先進する

心臓局所だけではなく肝臓での発現 も増加 し

NGAL血中濃度が急激 に上昇することを載菖 し

た 15)

これらのことから,我々は心臓血管手術などの

術後にNGALが大きく変動 し,腎障害のバイオマ

ーカーとしてだけでなく手術侵襲や術後感染症な

どのバ イオマーカ-にもなるのではないかと考

良,今回動物実験ならびに臨床の心臓鹿管外料,

呼吸器外科手術症例における血清 NGALを経暗

的に測定 し,NGALのバイオマーカ-としての意

義を検討 した.

材料と方法

1.ラット開胸モデルの作成法

200- 250gの雄 LewiSラッ トをセボフルレン

による全身麻酔下に気管内挿管 した.開胸群

(n-4)は左開胸を加 えたのち開胸 し,抜管 し
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た.対照群 (n- 4)は開閉胸に要する10分間程

度放置したのち抜管した.術後 1,2,3,4日後に

尾静脈より採血を行った.

2.ラット心臓からの非心筋細胞の培養と細菌

成分による刺激

8適齢の雄 kwisラットの両心室を無菌的に取

り出し,血液を生理食塩水で十分洗い落として細

かく刻んだ後,0.00750/oタイプⅢコラゲナーゼ

(InvitFOgem,Tokyo,Jap弧)入り0.25% トリプシ

ンEDTA溶液 (Invitrogen)中で,37℃,20分間

インキュべ- トし,茶こしを用いてすりつぶして

細胞を分離した.その後,0.83%NH4Cl入り0.17

MTrisbu鮎rで潜血 した後,125flmの金属締tl

を通 して壊死組織片を取 り除いた後,直径 35-

mm穴の dishに 2mlの RPMIま640溶液 (lo艶

非働化済みFBS,100unit/mlpenicillinおよび 100

Fig/mlstreptomycin入り)中で2週間培養 した.

RPMI溶液の交換は,いずれの場合も培養開始翌

日に交換 し,細胞が80-90%コンプルエントに

なるまで,その後 2-3回/週交換 した.細菌成分

による刺激は,リボタイコ酸 (LTA)long/ml,

リポ多糖 (LPS)long/mlの濃度になるようにそ

れぞれを添加して,0.5,1,2,3,6,12,24時間後

に細胞を採集した.

3.定量的 RT-PCR
情理細胞U)RNAをTrizolを川いて抽l■1日ノ,2-

5FLgの RNAからランダムプライマーとマウス

Mo昔oneyleukemiav豆rus逆 転 写 酵 素 を用 い て

cDNAを合成 した.NGALとIL11βの mRNA絶

対コピー数は,以前報告 したプライマ- 15)16),

SYBRPremixExTa句(rFakara,Otsu,Japan)と

ライトサイクラ一にて測定し (10分間95℃,次

に95℃ 10秒,62℃ 10秒,72℃ 13秒を舶 サイ

クル),ライ トサイクラ-ソフ トウェアーを開い

てスタンダ-ドカ-ブから求めた17)

LI.手術症例

当科において2009年 4月から11月までに手術

を行った患者の内,心臓手術,人工心肺使用手術
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(開心術群Hn- 13),非人工心肺使用血管手術

(非開心術群)(n-24),呼吸器外科手術 (n-31)

から術前,術当日,術後 1,3,6日目に採血し,血

清を採取 した.

5.NGAL血中濃度の測定

ヒ トおよび ラ､ソトの NGALELISAldt(BIO-

PROTOD呈agnostic,Denmark)を用いてヒ トお

よびラットの血清 NGAL濃度を測定した.またヒ

トの同時期の血中CRP,クレアチニン くcre)演

度と比較 した,

6.統計解析

定量的 好r-PCRで求めた値は平均±標準誤差

で示 した.統 計解析 は,one-wayANOVAと

BonferTOniの多重比較 testを用い,p<0.05を有

意とした.CRP,Cre,NGALとの関係は,回帰分

析を行った.

結 果

I.ラット開胸手術による血中NGAI.濃度

開胸手術により,ラットの血中NGAL濃度は,1

日後に有意にコン トロールに比較 し上昇 してい

た.上昇のみられた血中NGAL濃度は2日後以降

次第に減少した (図 虹 --一方,開胸手術をせず麻

酔のみをかけたコントロールラットはほとんど上

昇がみられなかった.

2.細菌成分による心膜培養細胞の NGALおよ

び IL-1βの遺伝子発現の変化

図 2に示す通りグラム陽性球菌 ･将菌の細菌細

胞表層成分であるLTAおよびグラム陰性薗細胞

壁外膜の構成成分であるLPSにより,添加 2時間

後か ら急激にNGALの遺伝子発現が上昇した.一

方,NGALはIL-1によって発現が誘導 されると

の報告があるが 11),IL-1PもLTAおよびLPSに

よって添加後 0.5時間頃から急激に遺伝子発現が

上昇した.
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図 1 ラットにおける開胸による血中NGAL濃

度の変化

*p<0.05
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3.術前の血中 NGALと血中 CRPおよび血中

Creとの相関

NGALは炎症性サイトカインにより誘導される

ことがしられており,また急性腎不全マーカーに

なるとの最近の報告があるので,術前のNGALと

血中 CRPおよび血中 Creとの相関を解析 した

(図3).術前の血中 NGAL濃度は,CRY(r=-

0.583,p< 0.0001)および Cre(ど:-0.688,p<
0.0001)と相関がみられた

4.周術期の血中NGAL,Cap,Cre濃度の経過

図4に示す通 り血中NGAL濃度は術前に比べ

て術直後および 1日後に有意に上昇し,3日後,6
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図2 LTAおよび LPS添加による心臓培養細胞の IL-1i･ヲ遺伝子発現の変化

*p<0.05,**p<0.01,*** p<0.001

LTA,10r呈g/ml;LPS,10mg/ml
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日複に減少した.血中cRP濃度は術前に比べて 1 5.術式による血中NGAL濃度の変化の比較

日後,3日後,6日後に有意に上昇し,ピークは3 心臓手術,人工心肺使用手術 (開心術群)

日後であった.NGALの上昇は,CRPの上昇より (n- 13),非人工心肺使用血管手術 (非開心術群)

も早期にみられた.血中Cre濃度は今回の症例で (n- 24),呼吸器外科手術 (n- 31)の 3種類の

は,手術による上昇は見られなかった. 術式による血中NGAL濃度上昇の差を検討 した.
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1:開心術群,2:非開心術群,3:呼吸器外科手術郡

しかし,手術侵襲が異なると予想される3つの術

式の違いによる血中NGAL濃度上昇の有意な差

はみられなかった (図 5).

考 察

cRPは炎症の定量的指標とされ,苦から臨床の

場では広く用いられているマーカ-である.IL-6

によって誘導 されるとされているが 18),遅延型

急性反応物磐である.今回筆者のデ-タからも,

手術侵襲によって血中CRP濃度は上昇 したがそ

度は術直後および ま目線から早期上昇がみられ

た.またNGALは,CRPとCre値との相関がみら

れ,感染や腎障害の指標になりうることが示唆さ

れた.術後多臓器不全 (MOF)などの原因とも

なるSIRSは,早期治療が重要であり,そのため

早期指標の確立が重要である.このようなことか

ら,血中NGAL濃度は早期に上昇し,感染や腎障

害を感知するバイオマ-カーとして有用になる可

能性があるのではないかとわれわれは考えてい

る.今回筆者が検討 した症例は,術後重篤な合併

症を起 こした症例はなく,SIRSと考えられる症

例はいなかった.しかし,ラットの実験で明らか

であったように,開胸 とい う授襲だけで血中

NGAL濃度は鋭敏かつ早期に上昇し,また細菌成

分であるLTAやLPSの刺激が心臓の培養細胞に

対 して急激にNGALの遺伝子発現を誘導 させた

ことから,細菌感染や外科侵襲によって早期に上

昇する鋭敏なマーカーである可能性があるのでは

ないかと思われ,その上昇が急激で持続するよう

な場合には,術後重篤な感染や臓器傷害を起こす

ようなSIRSを早期に感知 しうる指標になりうる

のではないかと思われる.以前我々がDNAマイ

クロアレイで調べた検討で 14),NGALは心筋炎の

心筋細胞で急激に発現が上昇した遺伝子 の一つで

あったことを考えあわせると,今後症例を増やし

てさらなる検討をする必要があると考える.

ところで,NGALの作用であるが,様々な稚用

が想定されている12).その中 でも,抗薗作榔 こつ

いてはいろいろなデ-タから明らかとなっている19)

NGALノックアウ トマウスは,大腸菌の感染に弱

く,敗血症での致命率が高い20).NGALの抗菌作

用は,細菌の分泌 した親鉄剤にNGALが結合 し,

細菌の鉄の取り込みを阻害するためであることが

わかっている10).このことは,敗血症時にNGAL
の血中濃度が上昇することが,生体にとって重要

な防御反応であると考えられる.また,NGALは

鉄の細胞内外へ移動を制御するため,アポ トーシ

スと密接に関係するとも考えられている21).こ
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のほかにも,腎障害においてはNGAL投与によっ

て虚血再選流傷害を抑制するとの報告もあり22),

さらに組織のリモデリングに密接に関わるマ トリ

･ソク スメ タロプ ロテア-ゼ19(MMp-9)と結

合し,その稚用を増強することもわかっている23)

最近筆者 らは,IL-1や鉄を含有するフリーのヘ

ムで急激にNGALの発現が上昇することをみい

だしたが (投稿中),NGALが生体の侵襲時に上

昇する機序やNGALの僅用が明らかになれば,単

なるバイオマ-力-としての意味だけでなく治療

薬としてなりうる可能性もあるのではないかと思

われる.

結 語

血中NGAL,CRP濃度ともに手術侵襲に対 して

反応 し上昇がみられるが,NGALの方がより早期

に上昇 していた.血中NGAL濃度は,CRPおよび

Cre濃度と相関が見られ,グラム陽性および陰性

の細菌成分は,心臓から得られた培養細胞に対 し

てNGALの遺伝子発現を強力に誘導した.したが

って,血中NGAL濃度は,敗血症や S王RSに対す

る早期指標となりうる可能性があり,今後の検討

が必要と考えられた.
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